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Biochemical oxygen demand (BOD) is an important organic pollution 
parameter in water system because it indicates the amount of organic matters in 
water sample. Since the standard method of BOD measurement (BOD5) takes 5 days 
to complete, it is not practical for rapid environmental pollution monitoring. In the 
present study, an effective ferricyanide-mediated microbial biochemical oxygen 
demand (BOD) biosensor was constructed and used for rapid BOD determination in 
a water system. Prior to biosensor fabrication, microorganisms were first isolated 
from various water systems and then screened for their ability to use a redox 
mediator for organic degradation. The selected microorganism was immobilized onto 
the surface of the electrode tip for BOD measurement. The performance of the 
developed biosensor was then optimized, characterized and validated using synthetic 
organic solutions and real water samples. Several different types of microorganisms 
were isolated from different organic-rich environmental sources and their ability to 
use ferricyanide during organic (standard glucose-glutamic acid solution) 
degradation were effectively assessed using ferricyanide-mediated BOD assay. 
Chromobacterium violaceum R1 (isolated from river water) was found to be a 
potential microorganism to be used as a biological sensing element in the biosensor. 
The technology of ultramicroelectrode (UME) was incorporated into the biosensor 
during transducer fabrication. The electrode tip (transducer) was fabricated in two-
electrode configuration (10-µm Pt working electrode and 1-mm Pt counter electrode). 
Living C. violaceum R1 cells were immobilized onto the surface of the UME 
working electrode by using calcium alginate gel and further enclosed by a layer of 
polyamide membrane. Glucose-glutamic acid (GGA) solution and OECD synthetic 
wastewater were used as the standard solutions. The amperometric measurement was 
optimized at +450 mV operating potential and 30 mM ferricyanide in a 0.1 M 
phosphate buffer (pH 7.0) at 26°C. The developed biosensor exhibited a linear 
response ranging from 20–225 mg O2 L
-1
 BOD5 for standard GGA solution and 25–
230 mg O2 L
-1
 BOD5 for OECD synthetic wastewater, with a response time of 30 min. 
Repeatability and reproducibility of the biosensor were within the limits set by the 
APHA—less than 15.4%. The biosensor is applicable for rapid BOD measurement of 
samples with a high content of fast and easily assimilated compounds. When used to 
estimate the BOD of various wastewaters, the developed biosensor gave values 
comparable to those obtained using the conventional BOD5 method. Hence, a 











 Permintaan oksigen biokimia (BOD) merupakan parameter pencemaran 
organik yang penting dalam sistem pengairan kerana BOD mampu menunjukkan 
jumlah bahan organik yang terkandung di dalam sampel air. Oleh sebab kaedah 
standard untuk penentuan BOD (BOD5) memerlukan masa selama lima hari untuk 
mengeluarkan bacaan BOD, maka kaedah tersebut dianggap sebagai tidak praktikal 
untuk memantau pencemaran alam sekitar dengan cepat. Dalam kajian ini, 
biopenderiaan BOD yang berkesan dalam penentuan BOD dalam sistem air yang 
pesat telah dibina. Sebelum biopenderiaan BOD ini dibina, mikroorganisma telah 
diasingkan daripada pelbagai sumber alam sekitar dan dinilai dengan menggunakan 
analisis pengantara feriksianida-BOD yang digunakan sebagai elemen biologi dalam 
biopenderiaan BOD. Mikroorganisma yang telah dipilih, kemudiannya dilekatkan 
pada permukaan tip elektrod kerja untuk penentuan BOD. Akhir sekali, prestasi 
biopenderiaan BOD ini dioptimumkan dan dicirikan serta disahkan dengan 
menggunakan larutan-larutan organik sintetik dan sampel-sampel air. 
Chromobacterium violaceum R1 (dipencilkan daripada air sungai) merupakan 
mikroorganisma yang berpotensi untuk digunakan sebagai elemen biologi bagi 
biopenderiaan BOD. Seterusnya, transduser biopenderiaan telah dibina dengan 
menggunakan teknologi ultramikro elektrod, iaitu tip biopenderiaan ini dihasilkan 
daripada sistem dua elektrod yang mengandungi 10 μm elektrod kerja platinum dan 1 
mm elektrod kaunter platinum. Sel-sel C. violaceum R1 yang hidup telah berjaya 
dilekatkan pada permukaan elektrod kerja dengan menggunakan gel kalsium alginat 
dan ditutup oleh satu lapisan membran poliamida. Larutan glukosa-glutamik asid 
(GGA) dan air sisa sintetik Pertubuhan Kerjasama Ekonomi dan Pembangunan 
(OECD) telah digunakan sebagai larutan piawai. Pengukuran biopenderiaan 
dilakukan secara amperometri yang telah dioptimumkan dan beroperasi pada potensi 
450 mV, manakala fosfat penampan (0.1 M, pH 7.0) yang mengandungi 30 mM 
ferisianida turut digunakan. Biopenderiaan ini (CVR1-FM-BOD biosensor) berjaya 
mengeluarkan rangsangan yang linear daripada larutan-larutan yang berkepekatan 
antara 20 hingga 225 mg O2/L BOD5 bagi larutan GGA, manakala 25 hingga 230 mg 
O2/L BOD5 bagi air sisa sintetik OECD dalam masa 30 minit. Kebolehulangan 
biopenderiaan ini berada pada had yang telah ditetapkan oleh APHA, iaitu kurang 
daripada 15.4%. Biopenderiaan ini juga sesuai digunakan untuk mengukur BOD 
dengan cepat bagi sampel yang mengandungi sebatian yang mudah diasimilasikan. 
Apabila digunakan untuk menentukan BOD bagi pelbagai sisa air buangan, 
biopenderiaan ini didapati mampu memberi nilai-nilai BOD yang setanding dengan 
nilai-nilai yang diperoleh apabila menggunakan kaedah BOD5 yang konvensional. 
Oleh iu, sejenis biopenderiaan untuk penentuan BOD secara cepat dalam sistem air 
telah berjaya dibina. 
 
 
